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III. MATERI DAN METODE
1.1. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Genetika Molekuler
Fakultas Peternakan Institut Pertanian Bogor pada tanggal 17 Desember sampai
25 Desember 2013.
1.2. Materi Penelitian
Sampel yang digunakan dalam penelitian adalah darah ayam kampung
sebanyak 14 ml. Setiap 1 ml sampel darah diambil dari 1 ekor ayam kampung
sehingga jumlah ayam kampung yang diambil darahnya adalah 14 ekor. Setiap
satu ml sampel darah dimasukkan ke dalam satu tabung venoject vacutainer.
Bahan kimia yang digunakan adalah alkohol, EDTA, Destilated Water (DW),
NaCL, buffer Sodium Tris EDTA (STE), 10% Sodium Dosesil Sulphat (SDS),
proteinase K, Phenol, Chloroform Isoamyl Alkohol, etanol absolut, buffer Tris
EDTA (TE), agarose 1.5%, buffer Tris Borat EDTA (TBE), ethidium bromide, dan
loading dye. Alat yang digunakan adalah spuit 3 ml, venoject vacutainer yang
mengandung EDTA, tabung alkohol, microwave, sentrifuse, water bath, pipet
mikro 10 μl, 100 μl, dan 1000 μl dan alat elektroforesis.
1.3. Metode Penelitian
Metode penelitian adalah percobaan dengan dua perlakuan yaitu
preparasi sampel darah dengan EDTA dan dengan alkohol. Perlakuan diulangi
sebanyak 7 kali. Prosedur penelitian adalah sebagai berikut :
1. Pengkoleksian Sampel
Disiapkan 7 tabung yang berisi EDTA dan 7 tabung berisi 1 ml alkohol.
Pengambilan sampel darah dilakukan dengan terlebih dahulu mengoleskan kapas
yang mengandung alkohol pada permukaan kulit tempat sampel darah diambil.
Darah diambil menggunakan spuit 3 ml pada pembuluh darah vena axillaris
bagian sayap. Kemudian sampel darah dimasukkan masing-masing sebanyak 1 ml
ke dalam 7 tabung berisi EDTA dan 7 tabung berisi alkohol dan disimpan dalam
refreegerator.
2. Isolasi DNA dari Darah
Isolasi DNA darah dilakukan menggunakan metode Sambrook et al.,
(1989) dengan sedikit modifikasi untuk sampel darah segar yang disimpan  dalam
alkohol dan EDTA.
a. Isolasi DNA dari sampel darah yang disimpan dalam EDTA
Degradasi Protein. Diambil 50 µl sampel darah yang sudah disimpan dalam
EDTA kemudian ditambahkan 1.000 µl NaCl dan divortek hingga homogen.
Sampel yang sudah divortek, disentrifuse pada kecepatan 8.000 rpm selama 5
menit. Sampah ataupun bahan organik dibuang dan cairan DNA ditambahkan 1 x
STE 300 µl, 10 % SDS 40 µl, dan proteinase K 5 mg/ml 10 µl. Sampel diinkubasi
dan digoyang pelan pada suhu 55℃ selama 2 jam.
Purifikasi. Sampel yang telah diinkubasi ditambahkan 400 µl larutan phenol, 400
µl kloroform:isoamyl alkohol (24:1) dan 40 µl NaCl 5M. Campuran digoyang
pada suhu ruang selama satu jam.
Presipitasi DNA. Sampel selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 8.000 rpm
selama 5 menit hingga fase air terpisah dengan fase phenol. Bagian bening
dipindahkan ke tabung baru sebanyak 400 µl. Molekul DNA diendapkan dengan
cara menambahkan 400 µl alkohol absolut dan 40 µl NaCl 5M lalu dibekukan
selama 12 jam. Sampel kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm
selama 5 menit dan terbentuk endapan putih. Endapan tersebut ditiriskan dan
ditambah dengan 100 µl TE 80%.
b. Isolasi DNA dari sampel darah yang disimpan dalam alkohol
Degradasi Protein. Diambil 100 µl sampel darah yang sudah disimpan dalam
alkohol kemudian ditambahkan air destilata 1000 µl. Tahapan isolasi DNA
selanjutnya sama dengan prosedur isolasi DNA dari sampel darah yang disimpan
dalam EDTA.
3. Uji Kualitas DNA
Pengujian kualitas DNA dilakukan menggunakan elektroforesis pada gel
agarose 1.5%. Hasil isolasi DNA sebanyak 5 µl dicampurkan dengan loading dye
sebanyak 1 µl, kemudian sampel yang telah tercampur dimasukkan ke dalam
sumur gel agarose yang telah disediakan. Sampel kemudian dielektroforesis dalam
buffer TBE selama 45-60 menit dengan voltase 100 V sampai sampel berpindah
dari kutub negatif ke kutub positif. Selanjutnya hasil elektroforesis gel agarose
direndam dalam larutan Ethidium Bromide dengan konsentrasi 5µl/500 ml selama
30 menit, kemudian direndam lagi dengan menggunakan air biasa selama 15
menit. Gel kemudian diletakkan di atas UV transluminator lalu didokumentasikan.
4. Uji Kualitas dan Kemurnian DNA
Secara garis besar bagan alur penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1
dibawah ini.
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1.4. Peubah yang Diukur
1. Konsentrasi DNA
Konsenstrasi DNA diukur dengan spektofotometer pada panjang
gelombang 260 nm. OD 260 sama dengan satu setara 50 μg/ml (untuk DNA
helik ganda).
2. Kemurnian DNA OD 260/280
Kemurnian DNA OD 260/280 ditentukan dengan cara membandingkan
nilai absorbansi pada OD 260 dan OD 280. Molekul DNA dikatakan murni
apabila rasio kedua nilai tersebut berkisar antara 1.8-2.0.
3. Kemurnian DNA OD 260/230
Kemurnian DNA OD 260/230 ditentukan dengan cara membandingkan
nilai absorbansi pada OD 260 dan OD 230. Molekul DNA dikatakan murni
apabila rasio berkisar antara 2.0-2.2.
3.5. Analisis Data
Data kuantitas DNA dianalisis menggunakan uji hipotesis. Uji hipotesis
dilakukan untuk membandingkan apakah terdapat perbedaan yang signifikan
antara peubah-peubah yang diukur pada metode EDTA dan alkohol. Uji hipotesis
yang digunakan adalah uji t dengan rumus sebagai berikut :
t́ = x − x(n − 1)S + (n − 1)Sn 1n + 1n
Keterangan :x = rataan hitung kuantitas atau kemurnian DNA metode alkoholx = rataan hitung kuantitas atau kemurnian DNA metode EDTAn = jumlah sampel metode alkoholn = jumlah sampel metode EDTA
S = simpangan baku metode alkoholS =simpangan baku metode EDTA
Hipotesis yang diuji adalah :H : μ = μH : μ ≠ μ
